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研究成果の概要（和文）：本研究においては、高齢者に見られる心臓の線維化における転写因子Tcf21の機能を
解析し、この遺伝子がPdgf受容体の発現を介して細胞増殖やマトリクス発現を制御し、少なくとも胎生期の線維
芽細胞では、線維化を促進する働きを有することを明らかにした。また、腎臓の老化と線維化についても検討
し、高齢マウスと高齢糖尿病マウスにおいては線維化が促進され、細胞外マトリクス発現が増加し、糸球体構造
の単純化と血管分布の減少、そして細胞老化が進行することが判明した。さらに、シングルセル解析を行うと、
その背景には線維芽細胞の遊走やPericyteにおけるTgfbシグナルの関与が推察された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the role of the transcription factor Tcf21 in 
cardiac fibrosis, that is often observed in the elderly people. We found that Tcf21 regulates cell 
proliferation and matrix expression via Pdgf receptor pathway, and functions to promote fibrosis, at
 least in embryonic fibroblasts. We also examined kidney aging and fibrosis, and found that fibrosis
 is promoted in aged mice and aged diabetic mice, with increased extracellular matrix expression, 
altered glomerular structure, decreased vascular distribution, and cellular senescence. Single cell 
analysis showed that fibroblast migration and Tgfb signaling in fibroblast and pericytes  are 
involved in the background of this fibrosis. 

研究分野：代謝、内分泌学

キーワード： 細胞老化　線維化

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、心臓と腎臓における、加齢に伴う線維化の機序解明を行っている。腎臓においては老化に伴う線
維化や血管の減少を捕捉し、高齢マウスを用いたシングルセル解析まで到達した。今までの高齢個体の腎臓のシ
ングルセル解析は尿細管を対象とした解析がほとんどであり、本検討により頻度の低い細胞種における老化の役
割が解明できると期待される。
また、本検討によって得られる老化に伴う線維化の基盤情報は、腎臓の線維化のみならず多くの加齢関連疾患に
共通するメカニズム解明につながり、加齢関連疾患に共通する治療方法へのブレークスルーをもたらす可能性が
ある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

超高齢社会を迎えた本邦では 70 歳以上人口の 40％が耐糖能異常を有しており、腎症や
動脈硬化などの血管合併症は患者晩年の予後とQOLを規定する、大きな問題となっている。
また、尿蛋白を伴う古典的な糖尿病性腎症が減少する一方、尿蛋白を伴わない糖尿病性腎臓
病や、心不全が増加しており、その機序として組織の線維化が想定されている（Shimokawa, 

Eur J Heart Fail 2011. Kume, J Diabetes Investig 2019）。 

近年、血管壁 Pericyteが、腎臓や心臓の組織損傷に際してmyofibroblast transformation

を起こし線維化を担うことがわかってきた。さらに、癌細胞ニッチを形成すること、内皮と
ともに血液脳関門を形成すること、一部はMesenchymal stem cell(MSC)の形質を有し、軟
骨、骨や脂肪への多分化能を有することが報告され、その多様な機能が注目されている 

(Armulik, Dev Cell 2011)。一方で糖尿病状態においては、網膜、骨髄、筋肉において Pericyte

の数が減少すること、糖尿病性腎臓病において Pericyteが腎間質の線維化を促進すること、
膵島において Pericyte 障害がインスリン分泌を阻害することが報告されており、糖尿病合
併症の病態形成における Pericyte の機能異常が示唆されている。また、老化した腎臓にお
いては Pericyteが減少する(Stefanska, Aging 2015)ことから、老化により Pericyte障害が
起こることが想定されるが、一方で、高齢糖尿病患者の糖尿病性腎臓病や心不全において、
Pericyteの老化が関与しているか否かは、未だ不明であった。 

一方、申請者らは腎臓、心臓、脂肪などの Pericyteに共通して発現する転写因子 Tcf21の
機能解析を行ってきた。Tcf21は欠損マウスが心奇形と肺、腎の低形成により出生直後に死
亡することから、臓器発生の制御因子として知られている。申請者らは、Tcf21が腎臓の間
質細胞と尿細管細胞のクロストークに必須であること、ポドサイトの発生分化に必須であ
り、心臓発生の転写ネットワーク形成にも重要な役割を果たすことを報告した（Maezawa 

JASN 2014, Ide, Maezawa JASN 2018, Harel, Maezawa PNAS 2013）。 

一方で、Tcf21の Pericyteの老化や心臓の線維化における役割は未だ明らかではない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、遺伝子改変動物や、高齢マウスや Werner 症候群患者 iPS 細胞から分化誘
導した腎臓のオルガノイドを用いて、高齢糖尿病患者の血管合併症や心臓線維化における
Pericyte老化の関与を明らかにすることを目的とした。加えて、Pericyte老化におけるTcf21

の役割の解明を目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

(1)心臓の線維化における転写因子 Tcf21の役割 



Tcf21 のノックアウトマウスは出生直後に死亡することから、ROSA-rtta, tetOCre, 

Tcf21floxed/floxed マウス（以下 iTcf21マウス）を作成、出生後から 3週間 Tcf21の gene 

deletion を誘導し、その後６週齢にてイソプロテレノール（200mg/kg）を投与し、7 日ご
と 28日後に表現系を比較検討した。また、pericyteを含むマウス心臓の fibroblast分画を
培養し Tcf21no有無による遺伝子発現の違いについて比較検討した。 

 

(2)老化糖尿病マウス腎臓の組織学的解析 

若年マウス、高齢マウスにそれぞれ Streptozotocin 100mg/kg x5日間を腹腔内注射し、ま
た適宜追加投与を行って糖尿病を惹起し、3 ヶ月後に屠殺し組織学的検討を行った。また、
尿蛋白や BUN, Cre を評価した。加えて、細胞老化の指標として Senescence associated 

beta-Gal(SA-βGal)染色を行い、病態と老化との関連についての検討を試みた。P16や P21

などの一般的な老化マーカーについても、免疫染色レベルで検討した。 

 

(3)マウス腎臓老化のシングルセル解析 

最後に、腎臓の老化について、シングルセルレベルで検討を行った。若年マウス、高齢マウ
スの腎臓を摘出し、リベラーゼ、トリプシンを用いてシングルセル化した。単純な whole 

kidney の高齢マウス腎臓の検討はすでに公表されているが、これらの検討では細胞数が
dominantである尿細管の健闘がほとんどで、内皮細胞やポドサイトなど比較的少数の細胞
種の老化形質の解明はなされていないため、Magnetic associated cell sorting を用いて近
位尿細管を除去しその他の細胞種を濃縮して検討した。 

(4)Werner症候群 iPS細胞から分化誘導した腎臓オルガノイドの解析 

iPS細胞に対して既報に基づいて分化誘導を行い、ポドサイトマーカーや尿細管マーカーな
どを用いて、表現形を検討した。 

 

４．研究成果 

(1) Tcf21は心臓の繊維化において保護的か疾患促進的か？ 



心臓において Pericyteや心臓線維芽細胞が Tcf21を発現していることが知られている。
そこで高齢者に高頻度に見られる心臓の線維化における Tcf21 の役割を明らかにするため
に、Tcf21KO マウスの胎児 E18.5 から心臓線維芽細胞を単離した。単離された Tcf21 KO

線維芽細胞および CRISPR を用いて TCF21 遺伝子を欠失させた培養ヒト心筋線維芽細胞
を解析したところ、Tcf21KO 線維芽細胞は細胞増殖が低下しており、細胞外マトリクス発
現が低下していた。すなわち、Tcf21 は少なく
とも embryo時点においては線維化促進的に働
くと考えられた。特に、線維芽細胞増殖の重要
な制御因子である Pdgfrb-Erk経路が、Tcf21ノ
ックアウト線維芽細胞では著しく抑制され、
Pdgfrbの遺伝子発現の低下と、Erkのリン酸化
の低下が認められた。クロマチン免疫沈降
（ChIP-seq）により、Tcf21 が COL1A1、
COL3A1、IL6、PDGFRBなどの遺伝子座に直
接結合していることが示された。RNA-seq と
ChIP-seq データを用いた多層解析により、細
胞外マトリックス産生、細胞増殖、成長因子結
合、炎症など、線維芽細胞活性化に関与する経
路が同定された。さらに、iTcf21マウスはイソ
プロテレノール注射やストレプトゾトシン誘発糖尿病と高脂肪食による代謝過負荷で誘導
される心線維症に抵抗性であった。以上から、Tcf21は、遺伝子座に直接結合し、Pdgfrbシ
グナルを介して増殖と細胞外マトリックス産生を刺激する、線維化促進的に働く新規の心
臓線維芽細胞活性化制御因子であることが明らかとなった。一方で、近年の報告で我々の結
果と異なり、Tcf21が心臓線維化に抑制的に働くとする報告もあることから、心臓の線維化
をきたしやすい高齢者において Tcf21 の機能抑制が治療目的に資するのか否かは今後の課
題である。 

 

(2) 老化マウス腎臓の組織学的解析 

続いて、老化腎臓における Pericyte老化の役割を解明するために、高齢マウス、高齢 STZ

糖尿病マウスを屠殺して組織学的解析並びに生理学的解析を行なった。107週齢～117週齢
の高齢雄マウスの検討では、腎臓の重量が高齢マウスで若年マウスと比較して有意に増加
していたが、他に BUN, クレアチニン、体重において高齢と若齢の間で有意差は認められ
なかった。 

組織学的検討では、高齢マウスにおいてmasson trichrome染色陽性の線維化領域の増加
を認め、加えてこの線維化は高齢+STZ糖尿病においてさらに拡大していた。また、高齢マ
ウスにおいては尿細管傷害マーカーである Kim-1や NGalの増加が免疫染色、mRNAレベ
ルの双方において認められ、糸球体構造の単純化、内皮細胞の減少、Peritubular capillary

の減少が認められた。また、高齢マウスでは SA-bGalの陽性領域の増加も認められ、老化
が線維化促進的に作用していることが推察された。 

 



(3) マウス腎臓老化のシングルセル解析 

Whole kidneyのレベルでは、高齢マウスの腎臓においては、Col1a1, Cdkn2a(p16), Il1b, 

Ccl2, Tnfaの発現が増加していた。高齢マウスにおいて増加した遺伝子の Gene Ontology

解析を行うと、DNA damage responseや Defective of homologous recombination repair

といった ontology termが認められ、その構成遺伝子として多くの DNA2本鎖切断に関与
する遺伝子群の発現増加が認められた。 

更にこの表現形のメカニズムを詳細に検討するため、老化マウスの腎臓を用いてシング
ルセル RNA-seqによる解析を行なった。存在頻度の低い細胞を濃縮するため、近位尿細管
を除去して行なった解析で、腎臓の細胞は 34個のクラスターに分類され、内皮細胞など各
クラスターにおいて増減する遺伝子を同定した。一例として、老化 pericyte においては、
線維芽細胞の遊走や、Tgfb1経路に関する遺伝子発現が増加していることが判明し、線維化
との関連が推察された。 

 

(4) Werner症候群 iPS細胞由来の腎臓オルガノイドの解析 

本研究は腎臓発生研究の第一人者である熊本大学の西中村先生との共同研究で行ってい
る。分化誘導後の形質解析では、ポドサイトなどの各コンポーネントは正常に分化誘導され
ており、腎臓の発生に異常はないという患者のフェノタイプと矛盾しない所見であった。 

 

結論 

以上の結果から転写因子 Tcf21 が心臓の線維化に関与する、pericyte や線維芽細胞の形
質決定に関与する遺伝子であることが判明した。 

加えて、高齢マウスのシングルセル解析においては、細胞老化が線維化促進的に作用してい
ることを示唆する知見が得られた。一方で、P21や p16といった伝統的な老化マーカーと、
炎症や線維化関連遺伝子の発現増加の関連ははっきりとは示されなかった。今後、このよう
な組織内における細胞老化への介入について、検討していきたいと考える。 
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